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論 文 内 容 要 旨
緒 言
植物 育 種 にお い て遺 伝的 な変 異 を人 為 的 に誘 発 す る手 法 は,人.]二 交配 をは じめ と して種 々研 究
され,実 用 化 され て きた 。本 研 究は,植 物 の組織 培養 中 に起 こ る組 織 細胞,あ るいは カル スを 構
成 す る細 胞 の遺 伝変 異 を育種 に積 極的 に利 用 す る こ とを 目指 した 研 究 であ る。特 に 本研 究で は,
染 色体 の 数的 な ら びに 構造的 変 異 を主 な 対象 と し,そ れ を追 究 す るた め に,ゲ ノム を構成 す る染
色体 数 が 少な く(n-3),ま た構成 染色体 の サ イズが 大 き く各 々 が判別 しやす いCrepis
capinarisを 材料 と した 。 また,組 織 培 養 中 に お け る細 胞 の 遺 伝的 変異 を増 進 す るため に,
数 種 の化学 物 質 につ い て予 備 実験 を した結 果,培 養基 に添 加す る変異 誘起 源 として コル ヒチ ン
(C22H2506N:イ ヌサ フラ ンに含 まれ る ア ルカ ロイ ドで,細 胞 の核 分裂 を 乱す 作用 が あ る)
の,数 段階 の濃 度 を採用 した 。 また,組 織 培養 の出発 点 とな る外 植体 としてCrepiscapilla-
ris ,の2倍 体 植 物(2n-6)だ け でな く,そ の4倍 体(2n-12)を も用 い,染 色体 の数的
な らび に構這 的 変 異 の拡 大,及 び誘起 され た変 異 の保 持 につ い て配慮 した もの であ る。
培 養過 稗 におけ る コ ルヒチ ン処 理 は,サ トウ キ ビに つい てHeinz&Mee(1970),ニ ン ジ
ンにつ いてBayliss(1976),セ ン トポ ー リア につ い てEspino&Vazquez(1981)が,
そ れ ぞれ カル ス レベ ルの染 色 体 の数 的 変異 のみ をみ て お り,Chen&Goeden-Kallemeyn
(198ユ)は,ヘ メ ロカ リスの再 分 化植物 の倍 数性 変 異 につ い て報 告 して い るが,染 色休 の構造
的 変異 につい て の観察 が欠 けて い る。
本研 究 は,2倍 体 及 び4倍 体 の 両倍 数 レベルの 植物 を外 植体 とす る カルス培 養 に おい て,無 処
理 区 を対 照 と して数 段 階 の コル ヒチ ン処 理 を行 ない,カ ルス及 び 再 分 化植物 の 両者 の細 胞 に つい
て1{絶 休 の数 的 及び 構造 的 変異 を観察 した もの であ る。
拝 鮮Fは,Crepisの 組織 培 養 に おけ る脱 分 化及 び再 分 化条件,特 に培養 基 中 の植物 ホル モ
ン,サ イ トカイ ニン とオー キ シ ンの濃 度 を追 究 した第一 部 と,第 一 部 で決 定 され た基 本的 な培 養
条件 に対 して,コ ル ヒチ ンを添加 した条 件 下 での カル ス及 び再 分 化植 物 にお け る染 色体変 異 を観
察 した第2部 に分 か れてい る。
第一 部Crepis組 織 培 養 に お け る
脱 分化 及 び 再 分 化 条 件 の決 定
培 地 に添加 す る カイ ネチ ン とNAAの 濃 度 を組 み合 わ せ て,Crepiscapillaris(2n-
6)の 葉 片 を培養 し,カ ル ス化の程 度 と大 きさ,緑 点,葉 状体,不 定芽 及 び発 根 の数 を観 察 し,
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再分 化条件 を検 討 した。
カル ス化 には,NAAは 高濃 度(10卿'`4)が 有 効 で あ り,カ イ ネチ ンは 低 濃度(1皿9/.`6)
が ・臼効 で あ ったが(表 】),高 濃度(10皿 鼠/4)のNAAは カ ルスの 肥大 を抑 制 す る。 カル スの
肥!くは,NAAを 低 濃度(1脇/6).与 え,カ イ ネチ ンを低濃 度q配5ゲ6)な い し,や や高 濃 度
(10凋9/4)添 加 した場 合 に著 しか った(表2)。
緑 点 形成 には,区 間 で明 確 な差異 が見 られ,カ イネチ ンの 高濃 度(50加 動/4,100脇/4)
が形 成 を阻 害 し,ま た カ イネ チン無 添 加 で も形 成数 は 少 な く,カ イ ネチ ン1～10皿 望4で 形 成
数 が高 か った。 さら に,カ イ ネチ ンを単 独 で使 用 した場 合 には,緑 点 形 成 が 見 られず,NAA1
～10肛 望/4の 添 加 が必 要 であ った(表3)
。
葉 状 体 では,カ イ ネチ ンの高 濃度(50配 幻・'.6,100昭/4)が 形 成 を 阻害 した。 一一方 カ イネ チン
無 添加 では,ほ とん ど葉状体 の形 成 を見 な か ったの で,形 成 には,カ イ ネチ ンが あ る程 度(1～
10硯9/4)必 要 で あ る こ とが認 め られ た。NAAは,低 濃 度(1脇'6)で 促 進効 果 が著 しか っ
た 。葉 状体 形成 は,カ イ ネチ ン とNAAの 濃度 を調 節 す るこ とに よ り,制 御 され る こ とが示 唆 さ
れ た(表4)。
不定 芽 の形成 で も,カ イネ チ ンの高 濃度(50皿 訊/4,100海g/4)が,形 成 を 阻害 した。 一 方
カイ ネ チ ン無 添 加 では ほ とん ど不定 芽の形 成 を見 な か った ので,形 成 には,カ イ ネチ ンがあ る程
度(1～10配g/4)必 要 で あ る ことが認 め られ た。NAAは 低濃度(M卸!4)で 促 進効 果 が 著
しか った 。 また,緑 点形 成 で効 果 の 高 か った カイ ネチ ン10配 皇/4,NAA10皿 動/'4の区 では,
不定 芽 の形 成 が認 め られな か った(表5)。
根 の形 成 につ い て も,高 濃度(50尻5/6,100皿 〆4)の カイ ネ チ ンに よる阻 害 が 生 じて いた。
NAAは,低 濃 度(1配9/4)で 著 しい促 進効 果 が認 め られ,こ の 区(NAA糊9/4)に お いて
も,カ イネ チ ン無 添 加 で形成 が最 も活 発 であ り,カ イネ チ ン濃度 が高 ま るにつ れ て,根 の形成 が
抑 制 され た 。根 の形 成 には,カ イ ネ チ ン無 添加,NAA1脇/6が 最 適 で あ ろ うと思 わ れ る(表
6)o
以 上 の結 果 を総 合 し,再 分 化植 物 を得 る条件 と しては,カ イ ネ チ ン10皿9/望,NAAM9/4
の組 合 せ が効 果 的 であ る と認 め た。
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第 二 部 力 ル ス 及 び 再 分 化 植 物 の
染 色 体 変 異
第1実 験2倍 体Crepisの カ ル ス に対 す
る コル ヒチ ン処 理 実験
植物 培養 組織 の脱分 化過程 におけ る染 色体 変 異 の実 態 とその成 因,及 び再分 化 過程 にお け る染
色体変 異 規 制 の実 態 とその機 構 に関 す る知 見 を得 るため に,£rρpls .鍋pil1鋸 ユ旦(2n漏6)
(図1)の 葉 身 の中 葉 を外 植体 とす る カ ルス を,濃 度数 段 階(0,10,2Q,4脚/4)の コル ヒ
チ ンで処 理 し,処 理後 の カル ス と,そ こか ら再 分 化 した 植物 体 の染 色体数 及 び核 型 を調査 した 。
脱 分 化 カルス におけ る染 色体 の数 的変 異 及び 構造 的変 異 は,対 照 区 を除くすべての試験 区 で観 察
された が,2n-6未 満 の低異 数 性細 胞 は 見 い 出せ な か った(表7)。 コル ヒチ ン儂 度 が高 まる
につ れ倍数 性 細 胞 の頻度 が低 下 し,異 数性 細 胞 や核 型 の変 異 細 胞 の頻 度 が増 加 し,変 異 の拡 大が
観 察 された。
再分 化植物 では,対 照 区(コ ル ヒチ ン濃 度0加9/4)の 全 て の個 体 が,も との2倍 体(2F2L
←2M+2S-6)と 同 じ染色体 数 と核型 を有 してい た。 高濃 度 の コル ヒチ ンの区 では ,全 ての
再 分 化植物 が2n鼻10以 上 の染 色体 数 を保 持 して お り,約 半 数 の再 分 化 植物 が完 全 に倍 加 した
4倍 体 であ り,34%の 頻 度 で種 々の 構造的 変異 を 生 じて い た(表8,図2～9)。 また4倍 性
よ り も低数 性 の細 胞(2n=ユ0,ユ1)と4倍 性 の細 胞 との キ メ ラや ,高 数性 細胞 と8倍 性細 胞
との キ メ ラ も生 じてい た。
再分 化植物 では,完 全 な異 数 性 植物 は 見 い 出せ な か った。 しか しな が ら,染 色体 の 構造 的変 異
に つ いては,40㎎/4区 で,地 上部(葉 身)あ るいは 地 下部(根 端)の 全 観察 細 胞 が ,す べ てS
染色 体 の長 腕部 分 の 切断 に由来 す る核 型(4L+4M+3S+S')で あ る個体 が観察 され た(図
10)。 この ことは,染 色体 の構 造的 変 異 の 少 な くと も一 部 は,再 分 化植物 に おい て固 定 された
形 で保 持 され るこ とを示 して いる。
染色体 の構造 的変 異 は,ク レ ピス(2n-6)の ゲ ノムを 構成 す るL(次 中 部 に動 原体 を持 つ,
最 も大 きい染色体),M(サ テ ライ トを持 つ 中型 の 染色体),S(次 端部 に動 原体 を持 つ,最:も
小 さい染 色体),3種 の染 色体 の うち,Lの 長 腕部,Mの 長 腕 中部 とサ テ ライ ト末 端 及 びSの 長
腕 中部 と類腕末 端 に生 じ る。 本研 究 では,Sの 長 腕 中部 に切 断 を生 じた 染色 体 を,た び たび観 察
した。
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第2実 験2倍 体 及 び4倍 体Crepisの カ
ルス に対 す るコルヒチン 処 理 実験
第]実 験 でば,2倍 体植 物(2n;6)を 外 植体 とす るカ ルス を対 象 とした のに 対 し,第2実
験 では,2倍 体 植物 の他,4倍 体 植物 を外 植 体 とす る カル ス を対象 とす る実 験 を構成 した 。4倍
体 植物 の カル ス を加 えた のは,対 象 カ ルス の染 色体 数 を増 す こ とに よ り,よ り多様 な染 色体 の数
的,構 造的 変 異 を 誘起 し,よ り多 様 な 染色 体 変異 を持 つ再 分 化植物 を得 よ うと した もの であ る。
Crepiscapillarisの2倍 体(2n=6)及 び4倍 体(2n=12)(図11)の 葉 片 を外
植体 と して用 い,濃 度数 段階(0,20,40皿9/4)の コルヒチ ンで処 理 し,処 理 後 の カル ス とそ の
再 分化 植物 の 染色体 数 及 び核 型 の変異 につ い て観察 した(表9)。
コル ヒチ ン無処 理 の場 合,外 植 体 の倍 数 性 レ ベル にか か わ らず,カ ルス並 び に再 分 化植物 の数
的 及 び 構造 的 変異 は,見 られな か った 。
コル ヒチ ンを処 理 した場 合の カ ルス並 び に再分 化植物 の数的 変 異 は,2倍 体 の外 植 体 よ りも4
倍 体 の外 植体 を使 った方 が,拡 大され た(表10,11)。 コル ヒチ ン40冊5〆6区 の方 が,20
珊現/6区 よ り も,変 異 が拡 大 され てい た。4倍 体 の外植 体 の コル ヒチ ン40賜/4区 で,1]モ8倍 体
の再 分 化 植物 や,正4倍 性 細 胞 と低4倍 性 異 数 性細 胞(2n需11)の キ メラ組織 を もつ再 分 化
植物 が得 られ た。
2倍 体 外植 体 及 び4倍 体 外 植体 の両 区 とも,コ ル ヒチ ン20加5〆4,40配g/4の 区 で種 々の 染
色体 構造 的変 異 が 起 こるが(図12～15),S染 色 体 の 長 腕中 部 にお い て 切断 され た構造 的 変 異
が比 較 的 多 く観 察 された 。
以 上 の結果 を総 合 す る と,4倍 体 を外 植体 とし,40脇/4の コル ヒチ ン処理 が,カ ル ス 並 び
に再 分 化植物 に おい て,最:も 多様 な染 色体 変 異 を誘起 した 。
結 論
染色 体 の数 的変 異 の誘起 につい て は,倍 数 性 植物 を外 植体 とす る カル スに対 す る コル ヒチ ン処
理 が特 に有効 で あ り,ま た コル ヒチ ン処 理 は,染 色 体 の数 的変 異 だけ でな く,構 造 的変 異 も組 織
培 養過 程 で 誘起 す る変 異源 と して,有 効 であ る こ とが認 め られ た。
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灘燃繍 鍵 灘 鍵
図1実 生2倍 体 の 染 色 体(2n-2L+2M+2S-6)
鷲 ∵,、
.'.膏3電
図10染 色体 の 構造的 変 異 を生 じた再 分 化 植物 の 染色 体
(2n二4L十4M十3S十1S'嵩12)

























































































































































































































































LしL.【 門 朋 ∫ ∫ ∫ ∫"





表1～6 カイネチン とNAAが カルス 化 の程 度 、カルスの大きさ 、
緑 点数 、葉 状 体数 、発 根 数 に及 ぼ す 効果(置 床後55日)
表1カ ルス化の程度
0 1 is 50 ioo
0 i.o 1.3 S.2 i.o 1.0




5.3 5.6 4.8 4.8 4.9
5.8 5.3 5.1 5.6 5.8
表3緑 点 数
D 1 胤G 50 鴨o
0 o.a D,0 0.0 o.a a.o
1 o,i 3.ユ 3.3 D.0 o.o
5 0.7 2.9 2.1 o.o o.a




0 t SO 50 iao
0 o.a 0.3 0.0 o.o o.o
1 37.1 zt.a 4.6 o.o a.o
5 し8 a.a D.0 o.o o.o
is 1.q 0.2 0.0 a.a 0.0
K:カ イ ネチ ン NAA:α 一ナ フ タレン 酢 酸
表2カ ルスの大きさ
0 1 顎 10 SD 100
a 4.8 ア.2 6.9 3.8 3.0
1 8.9 11.9 iz.e 7.3 4.fi
5 8.1 7,416.51L7 2.8
is 8.2 5・515・8 6.3 3.e
表4葉 状 体 数
0 i 10 50 ioo
a a.o 2.8 Lフ o.o o.o
i o.t 22.1 47.8 a.a o.o
5 o.o it.o 1.9 o.o o.a
io o.o 5.4 z.z o.i a.a
:献 oii io 50 100
a 0,010.8 0.3 o.o o.o
、 o.oio.o 1.9 o.a o.o
5 o.oio.2 0.0 o.o o.o
is 0.010.0}_0.0.lO・0「 o.o
表5不 定 芽 数
各値は カルス当りの平均値
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コ ル ヒ チ ン濃 度(mgハ)
体 数
2n 0 10 20140
1
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コ ル ヒチ ン濃 度(田9/6)
外植体の染色体数(2n-6) 外植体の染色体数(4n=12)
oIzo 40 a 20 40
6 2し+2M+2S 78〔100.0} 45(34.9) 51(4ア.2}・
8 2し昏3岡+3S i(o.a) 2(i.s)
11
4L+4凹+3S 1(O.8} i(o.s) i(i.s) z(2.1) 2(2.ア)
4し+3凹+2S+1凹 辱1S而 1(0.9) 2(2.7)
72
4し+州+4S 60(46.5) 20(18.5) 62(98.4) 51(53.J) 32(42.7)
4い3M+3S碗M㌧1Sm z(i.s) 8(7.4》
4し+4M紹S+1S1 12(9.3) 13(12.0) B(8.4) 9(12.Ol





一 」6「 一 一 一 一 2で1.6} 3(2.8) 2(2.1) s(a.o)
23 8い7闘 寺8S 1(1.1) i(t.3)
24
8し+8M+8S a(3.i) 6(5.6) 20(27.1) 12〔16.0}
囎一 一 一〇 ● 昌 喩 i(a.a) z(i.sl 3(3.2J 4(5.3J
2fi 軸o一 一甲 一 一 一
ポ
1(1.3)
27-28 鴨 鴨o駒 麟一 軸 尊 1口.11 1〔1.3}
30 "一 一 一 〇 〇 一, 1(1.3}
35 一一 騨 肩 噛 一 一 一 i(t.s)
40-42 騨"一 一 噂鱒 騨 一 1(0.9) 3(3.2) 3(d.0)
48-50 一〇 騨 〇一 軸 層 一 1(7.3)




表10 再 分 化 植 物(2倍 体 力ル ス の コル ヒチ ン0脇/Z・,201η シ/Z・,401賜/Z処 理 区)の 根端 細 胞 の 染色 体 数 及 び核型 の頻 度(観 察 細 胞 数)
。。ヒチ、鍍 ＼ ・絶 攣
1'核 型































































一. ㎜ 回 ■冒 7一 一 一 「.一一. 一.一.
2-40-05 48
一..一 」一,「 一 .一. 一 一 一 四 「 ■ 「 「 一 一一.冒 「匿」.」P.
i 1 z
2-40-06 46 1
2-40-07 53 1 1
2-40-08 48 1
2-40-09 21 25
2-40-10 1 45 2
12-40-11
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11 2n=12 13 15 16 21-23 24
4L+4暦+35 4L+3M+45 一 4L+州+4S 3L+5M+4S 4L+4M+3S+1S' 4L+3M+4S+1M' 4L+3M+35+1M'+1Sm 3L+3M+4S+1L'+1M'
F一}
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究の第一部において,著 者はまずCrepiscapillarisの 葉片の組織培養におけるカルス化
緑点形成,不 定芽形成 根の形成と培養条件,特 に培地のカイネチンおよびNAAの 濃度 との関
係について研究 し,再 分化植物を得る条件を決定 し,つ いで第二部では,第 一部で決定 した培養
条件を基本として,二 倍体(2n-6)お よび四倍体(2nコ12)のCrepiscapillarisの 葉片
を外植体とするカルスを コルヒチン処理 し,カ ルスおよび再分化植物の分裂細胞の染色体の数的
および構造的変異を観察 している。
培養過程において遺伝的変異が起りやすいことはすでに知 られてお り,こ れを育種における変
異誘発の一手段 として利用 しうる可能性かあることはすでに指摘されているが,本 研究はこの観




これは染色体数が少な く(n=3) ,ま た構成染色体のサイズが大きく各々が形態的に判別しや
す いCrepiscapillarisを 材料としているためでもある。そして培養+コ ルヒチ ン処理は,染 色
体の数的変異だけでな く構造的変異誘発の手法として も有効であることが示され,ま た構造的変




拡大の面で有用な知見を含んでおり,著 者に農学博士の学位を授与 して然 るべきものと認めた。
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